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カルシウム拮抗薬アゼルニジピンの3T3-L1脂肪細胞における
インスリン感受性改善効果
辰巳 文則
川崎医科大学糖尿病・代謝・内分泌内科学，〒701-0192　倉敷市松島577
抄録　長時間作用型ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬アゼルニジピン（AZE）は，ヒトや実験
動物において，降圧効果に加えて，アディポサイトカイン分泌改善，インスリン抵抗性改善などの
効果を示すと報告されているが，その機序は未だ不明である．本研究では，培養3T3-L1脂肪細胞
を用いて，脂肪細胞のインスリン感受性やアディポネクチン分泌に対する AZE の効果を解析し，
その分子メカニズムについて検討を加えた．
　3T3-L1脂肪細胞を AZE（50 nM）で24時間刺激すると，インスリン反応性ブドウ糖輸送能およ
び脂肪細胞からのアディポネクチン分泌の有意な増加を認めたが，脂肪細胞分化や脂肪細胞分化
関連遺伝子発現には影響はみられず，PPARγ活性化を介さない経路によるものであることが示唆
された．また，これらの効果は，対照薬として用いたニフェジピン（NIF）（100 nM）による処理
では認められなかったことより，ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬の class effect ではなく，
AZE に固有の性質であると考えられた．3T3-L1脂肪細胞の AZE 処理によるアディポサイトカイン
遺伝子発現を解析したところ，アディポネクチン遺伝子発現の有意な増加を確認したが，レプチン，
レジスチン，MCP-1，TNF-αの発現に有意な影響は認めなかった．一方、酸化ストレス関連の遺
伝子発現解析において，NADPH oxidase subunit である p22phox，p67phox 遺伝子の発現は有意に低
下し，抗酸化酵素である SOD1や Catalase の遺伝子発現が有意に増加していた．以上の結果より、
AZE の脂肪細胞におけるインスリン感受性増強，アディポネクチン分泌増加作用には，抗酸化作
用を介したアディポネクチン遺伝子発現亢進が関連している可能性が示唆された．
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緒　言
　近年，生活習慣の西洋化などを背景として，
肥満患者や２型糖尿病患者数が世界規模で急増
し，大きな社会問題となっている１，２）．脂肪組
織はそもそも生体におけるエネルギー貯蔵庫で
あると理解されてきたが，最近の研究により，
最大の内分泌臓器としての役割を担っているこ
とが明らかとなってきた．脂肪細胞から分泌さ
れるさまざまな生理活性物質は，総称してア
ディポサイトカインと呼ばれ，特にアディポネ
クチンは抗炎症，インスリン感受性亢進，抗動
脈硬化作用を有する代表的なアディポサイトカ
インとして知られている．肥満は脂肪細胞の肥
大化と増加により，アディポサイトカイン分泌
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異常をもたらすともに，酸化ストレスや炎症を
生じ３－５），脂肪組織のみならず全身のインスリ
ン抵抗性，糖代謝異常の大きな原因の一つとな
ることが明らかとなっており６，７），さらに，肥
満に伴うこれらの変化が心血管疾患や脳卒中な
どの動脈硬化性疾患の発症・進展に強く関連す
ることが示されている８，９）．また，肥満や２型
糖尿病は同じく動脈硬化性疾患のリスクファク
ターである高血圧症，脂質異常症，肝脂肪症を
高頻度に合併するため，糖代謝のみならず，血
圧，脂質代謝，肥満などのすべてのリスク因子
に対する積極的な集約的治療の重要性が喚起さ
れている10）．
　糖尿病合併高血圧症への薬物治療にはレニ
ン・アンジオテンシン系拮抗薬やカルシウム拮
抗薬の使用が推奨されている11）．カルシウム拮
抗薬の中でも，長時間作用型ジヒドロピリジ
ン系カルシウム拮抗薬（dihydropiridine calcium 
channel blockers: DHPs）は広く使用されてお
り，アゼルニジピン（AZE）はこれに含まれ
る．AZEは脂溶性の高さ，作用時間の長さ，
L型カルシウムチャネルへの特異性のほか12），
DHPsの中でも心拍数増加を伴わない降圧効果
をもつことを特徴とする13）．また，AZEの投
与による心筋梗塞後の心筋リモデリングや脳卒
中後の神経障害14，15），高血圧性や糖尿病性の腎
機能障害の予防効果など16，17），多面的な効果が
報告されている．さらに，近年の報告で，ヒト
への AZE投与によって，血中アディポネクチ
ン濃度の増加や18，19），全身のインスリン感受性
を改善する可能性が示唆されている20）．これら
の報告は，AZEの脂肪細胞に対する直接作用
を示唆するものと考えられるが，脂肪細胞にお
ける AZEの効果とその分子メカニズムについ
ては報告されていない．
　本研究では，培養3T3-L1脂肪細胞を用いて
インスリン感受性，アディポサイトカイン分泌
に対する AZEの直接作用を解析し，その分子
生物学的機序について検討を加えた．
材料と方法
3T3-L1細胞の培養と脂肪細胞分化
　マウス3T3-L1線維芽細胞（Human Science 
Research Resources Bank, 大阪 , 日本）を，10%
胎児仔ウシ血清（fetal bovine serum; FBS），
１%ペニシリン / 0.5 mg/dlストレプトマイシ
ン（GIBCO, Langley, OK, USA）を添加した
Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM）
（Sigma chemical, St. Louis, MO, USA）中で，
37℃，５%CO2の環境下で培養を行った．細胞
がコンフルエント状態に達したことを確認後，
２日間培養を行い，5 µM インスリン， 0.5 mM 
isobutylmethylxantine（IBMX）， 0.25 µM デキサ
メサゾンを添加した DMEM/10% FBS中で72時
間培養し，脂肪分化誘導を行った21，22）．各薬剤
の脂肪分化への影響を検討する実験では，分
化誘導開始時より８日間，50 nM AZE，対照薬
として100 nM ニフェジピン（NIF），2.5 µM ピ
オグリタゾンを継続して添加した．尚，ピオ
グリタゾンは強力な脂肪細胞分化促進作用を
有する陽性対照として用いた。そのほかの検
討では分化誘導開始後８～14日目の成熟脂肪
細胞を使用．血清無添加の DMEMに，50 nM 
AZE，100 nM NIFをそれぞれ添加し，２もし
くは24時間刺激を行い（２時間刺激実験では
血清無添加 DMEMで22時間培養後に薬剤を
添加），以下の実験に供した．対照は，同量の
dimethylsulfoxide（DMSO）を使用した．
形態学的観察
　分化誘導後８日目の3T3-L1脂肪細胞を10%
パラホルムアルデヒド（室温，30分間）で固定
後，Oil Red O溶液（Sigma-Aldrich，東京，日
本）中に10分間室温孵置し，中性脂肪滴の染
色を行った．リン酸緩衝液（phosphate buffered 
saline（PBS）; 10 mM phosphate buffer, 2.7 mM 
KCl, 137 mM NaCl; Sigma P4417）（pH7.4）で洗
浄後，細胞の100%メタノール抽出液の吸光度
（570 nm）を測定し，トリグリセリド蓄積量を
半定量化した．
　細胞生存率は CellQuanti-3-[4,5-dimethylthiazol 
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-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide（MTT）
TM Cell Viability Assay Kits（BioAssay Systems, 
Foster City, CA, USA）を用いて評価した．細
胞数及び面積は ImageJ（National Institutes of 
Health, Bethesda , MD, USA）を用いて測定した．
2-deoxy-D-[3H]- ∆3, 4-glucose uptake
　[3H]で標識したグルコースを用いて，3T3-L1
脂肪細胞へのインスリン感受性糖取込み能に
対する薬剤介入による影響を検討した．血清
無添加の培養液に各薬剤を添加して22時間培
養後，各薬剤を添加した Krebs-Ringer phosphate
（KRP）buffer（12.5 mM Hepes, 120 mM NaCl, 6.0 
mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.0 mM CaCl2, 0.4 mM 
HaH2PO4, 0.6 mM Na2HPO4）（pH7.4）で２時間
孵置し，一方には100 nMインスリンによる刺
激を30分間行い，2-deoxy-D-[3H]- ∆3, 4-glucose 
（1 µCi/well）（GE Healthcare Bio-sciences Co., 
Buckinghamshire, UK） を 含 む KRP buffer を
用いて37℃，５分間でブドウ糖輸送を測定し
た．AZE もしくは NIF は，starvation 時およ
びインスリン添加と同時に加え，ブドウ糖取
り込み反応終了まで継続して添加した．100 
µM cytochalasin B，0.3 mM phloretin，10 mM 
D-glucoseを含む ice-cold PBSにて反応を停止
し，10 mM D-glucoseを含む PBSで３回洗浄し
た後に，0.5 N NaCl 800µlを用いて細胞を可溶
化した．得られた抽出液をバイアルに採取し，
５ mlに調整後，AccuFLEX Lxc 7400（ALOKA, 
東京 , 日本）を用いて各群の radioactivityの測
定を行った．インスリン反応性の糖取込み能を
評価するため，インスリン存在下の糖取り込み
／非存在下の糖取り込み比で評価し，対照群と
して DMSOを投与した細胞を用いた．
アディポネクチン分泌
　3T3-L1脂肪細胞を各実験条件下で培養後，
培養液を1,000 rpmで30秒間遠心し，得られた
上清を用いて，Adiponectin ELISA kit（Otsuka 
Pharm., Co., Ltd., 東京 , 日本）にて培養液中の
アディポネクチン濃度を測定し，対照群と比較
検討した．
Real-time RT-PCR法
　成熟3T3-L1脂肪細胞を PBSで洗浄後，全細
胞を採取し RNeasy lipid tissue mini kit（Qiagen, 
Hilden, Germany）を用いて total RNA を抽出
した．抽出した total RNAから mRNA 2 µg相
当 を TaqMan® Reverse Transcription Reagents
（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を
用いて逆転写反応させ，cDNAを作成した．
RT-PCRは Gene Amp1 PCR System 2700（Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA）を使用し，
25 ℃10分，37 ℃ 60分，37 ℃ 60分，85 ℃ 0.05
分で増幅反応を行った．Real-time PCRには
SYBR Green（Takara，滋賀，日本）を用い，
7500 Real-Time PCR system（Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA）を使用し，Stage1（50℃ 
2分），Stage2（95℃ 10分），Stage3（95℃ 15秒，
60℃ 1分）40サイクルで行った．内部対照とし
て36B4を用いて遺伝子発現を定量化し，2－∆CT
を計算した．
　使用した primer の塩基配列（順に sense 
strand, antisense strand）を以下に示す．
p27phox  5’-TGGCTACTGCTGGACGTTTCAC,  5’
-CTCCAGCAGACAGATGAGCACAC;
p67phox  5’-ACTACTGCCTGACTCTGTGGTGTG 
A, 5’-CTGAGGCTCCGTAGTCTGCTTACTG; 
Superoxide dismutase 1（ SOD1）  5’-GGCCCG 
GCGGATGA, 5’-CCGTCCTTTCCAGCAGTCA; 
Catalase   5’-GCTGAGAAGCCTAAGAAC 
GCAAT,  5’-CCCTTCGCAGCCATGTG;
Adiponectin  5’-CGGCAGCACTGGCAAGTT, 5’
-CCGTGATGTGGTAAGAGAAGTAGTAGA; 
Leptin  5’-AACCCTCATCAAGACCATTGTCA, 
5’-CCTCTGCTTGGCGGATACC; 
Tumor necrosis factor（TNF-α）  5’-CACAAGATG 
CTGGGACAGTGA, 5’-TCCTTGATGGTGGTG 
CATGA; 
Monocyte chemoattractant protein-1（MCP-1）  5’-C 
TTCCTCCACCACCATGCA, 5’-CCAGCCGG 
CAACTGTGA; 
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AP2 5’-AAAGACAGCTCCTCCTCGAAGGTT, 
5’-TGACCAAATCCCCATTTACGC
36B4   5’-TTCCAGCTTTGGGCATCA,  5’
-ATGTTCAGCATGTTCAGCAGTGTG
統計学的手法
　全てのデータは平均±標準誤差（mean±
SEM）で表記した．群間の比較は Kruskal-
Wallis testを，多重比較には Tukey testを用い，
p＜0.05を有意差ありとした．統計検定には
StatView- ver. 5（SAS, NC, USA）を使用した．
 
結　果
　動物あるいはヒトで報告されている AZE投
与による全身性インスリン感受性の改善効果に
おける脂肪細胞の影響を検討する目的で，培
養脂肪細胞のモデルとして汎用されている3T3-
L1脂肪細胞を用いて，分子細胞生物学的検討
を加えた．具体的には，3T3-L1線維芽細胞を
コンフルエント状態まで培養後，常法に従って
インスリン，isobutylmethylxantine（IBMX），
デキサメサゾンを３日間添加して脂肪分化誘導
し，分化誘導後８-14日目の成熟脂肪細胞を用
いて以下の実験を行った．
　なお，以下の実験に先行して3T3-L1脂肪細
胞において AZE，NIFの濃度検定を行い，1～
500 nMの濃度範囲で（両薬剤のヒト血漿中濃
度を含む）形態学的に細胞分化・増殖を評価し，
細胞の viabilityに有意な影響がないことを確認
した上で，ヒトでの使用時の血漿中濃度に従っ
て AZE 50 nM，NIF 100 nMをそれぞれ使用す
ることとした．
対照 AZE NIF
Fold increase (insulin/basal) 2.46± -0.11 3.55±0.24＊ 2.30±0.46
各薬剤を添加した FBS無添加培養液（DMEM）で22時間培養後，各薬剤を含む KRP bufferで２時間孵置し，一方をインスリン
刺激後（100 nM，30分），37℃で５分間の2-deoxy-D-[3H]- ∆3, 4-glucose（1 µCi/well）輸送を測定．AZEもしくは NIFは，反応終
了まで継続して添加した．100 µM cytochalasin B，0.3 mM phloretin，10 mM D-glucose/PBSにて反応を停止後，0.5 N NaClで可溶
化し，液体シンチレーションカウンターにて radioactivityを測定．インスリン存在下の糖取り込み／非存在下の糖取り込み比を
示す．AZE：アゼルニジピン，NIF：ニフェジピン（n=6, ＊：p < 0.05 vs. 対照群）
表１　インスリン感受性ブドウ糖輸送に対するジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬の影響
アゼルニジピンの脂肪細胞インスリン感受性に
対する作用
　脂肪細胞へのブドウ糖取り込み活性は，イ
ンスリン刺激により有意な増加を示し，その
magnitudeが脂肪細胞のインスリン感受性指標
の一種と理解されている．本研究では，3T3-L1
脂肪細胞へのブドウ糖取り込み能のインスリン
による活性化の magnitudeに対する AZEによ
る影響を，2-deoxy-D-[3H]-∆3, 4-glucoseを用い
て測定した．
　AZE非添加の対照細胞では，100 nMインス
リン30分間の刺激により，非刺激時に比べて約
2.46倍のブドウ糖輸送活性の増加が認められた
（p<0.05, vs. 対照群 -インスリン非刺激時）．
50 nM AZE 24時間の添加により，インスリン刺
激時のブドウ糖輸送活性は約3.55倍に増加した
（p<0.05, vs. 対照群 -インスリン刺激時）．一方，
100 nM NIF刺激では，相加的なブドウ糖輸送
活性増強効果を認めなかった（表１）．
　以上，培養3T3-L1脂肪細胞を用いた検討に
より，AZEによる全身のインスリン感受性改
善効果の少なくとも一部は，脂肪細胞でのイン
スリン感受性改善によってもたらされるもので
あることが明らかとなった．
アゼルニジピンのアディポネクチン分泌に対す
る作用
　AZEによってもたらされた脂肪細胞のイン
スリン感受性増強効果の機序を検討する目的
で，脂肪細胞からのアディポネクチン分泌に対
する AZEの影響を検討した．アディポネクチ
ンは脂肪細胞内で合成され分泌されるアディポ
サイトカインの一種であるが，その合成や分泌
は脂肪細胞および全身のインスリン感受性と密
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対照 AZE NIF
2時間 1 1.01±0.07 0.92±0.06
24時間 1 1.30±0.17＊ 1.01±0.13
50 nM AZE，100 nM NIFで刺激した3T3-L1脂肪細胞の培養上清を採取し，ELISAにてアディポネクチン濃度を測定．値は対照
に対する fold increase（n=10）．AZE：アゼルニジピン，NIF：ニフェジピン（＊：p< 0.05 vs. 対照群）
表２　ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬の 3T3-L1 脂肪細胞アディポネクチン分泌に対する影響
接に関連している．すなわち，良質な（インス
リン感受性が良好で小型の）脂肪細胞からは十
分なアディポネクチン分泌がみられ，脂肪細胞
から分泌されたアディポネクチンは筋，血管，
脂肪細胞自身などにはたらき，良好な糖・脂質
代謝の形成，抗動脈硬化に作用する．AZEに
より，脂肪細胞のアディポネクチン分泌が刺激
された結果，脂肪細胞自身のインスリン感受性
が改善した可能性を考慮し，以下の実験を行っ
た．
　成熟3T3-L1脂肪細胞を50 nM AZEまたは100 
nM NIFを添加した培養液中で，２時間または
24時間培養を行い，その間に培養液中に分泌さ
れたアディポネクチン濃度を測定した．両群と
も2時間刺激では培養液中のアディポネクチン
濃度に変化は認めなかったが，24時間刺激後
AZE投与群では対照群に比較して約1.3倍のア
ディポネクチン分泌の増加を認めた（p<0.05）．
一方，NIFによる24時間刺激では，アディポネ
クチン分泌に変化を認めなかった（表２）．
　以上より，AZEは脂肪細胞においてアディ
ポネクチン分泌を刺激することが明らかとなっ
たが，これは DHPsに共通する class effectでは
なく，AZEに特異的な性質である可能性が示
唆された．
アゼルニジピンの脂肪細胞分化への影響
　脂肪細胞からのアディポネクチン分泌増加の
メカニズムとしては，（1）脂肪細胞分化の亢進
による脂肪細胞サイズの小型化と細胞数の増
加，（2）アディポネクチン遺伝子発現の増加，
のいずれかもしくは両者が関与するものと考え
られる23）．AZEの脂肪細胞分化に対する影響
を検討する目的で，3T3-L1線維芽細胞の脂肪分
化に際し，通常の分化誘導薬に加えて AZE，
NIFを添加し，形態学的観察によりその分化促
進効果を検討した．陽性かつ強力な脂肪細胞分
化促進作用を有するチアゾリジン誘導体（2.5 
図１　3T3-L1細胞分化に対するアゼルニジピンの作用（Oil Red O染色）
上段：肉眼所見，下段：光学顕微鏡増，左：対照細胞，中：アゼルニジピンを投与した細胞，
右：ピオグリタゾンを投与した細胞．
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µM ピオグリタゾン）を陽性対照として使用し
た．
　分化開始後８日目に施行した肉眼的・光学
顕微鏡的観察の結果，いずれの細胞も round 
shapeに変化し，細胞質部分に大小の脂肪滴を
含む脂肪細胞への分化が確認された．同時に，
いずれの条件においても Oil red Oにより赤染
する中性脂肪滴の沈着を認め，成熟脂肪細胞が
形成されていることが示された．ピオグリタゾ
ンを添加して分化誘導を行った場合，肉眼的，
光学顕微鏡的に，脂肪細胞の有意な小型化と
細胞数の増加を認めた（図１，表３）．一方，
AZEもしくは NIFの存在下で分化誘導した場
合には，通常のインスリン，IBMX，デキメサ
ゾンによる分化に比較して，成熟脂肪細胞数お
よび面積には有意差を認めなかった（表３）．
また，沈着した中性脂肪滴量を半定量化する目
的で，抽出した Oil red Oの吸光度を測定した
ところ，対照群，AZE刺激，NIF刺激の間に
有意差を認めなかった．
　以上より，AZEおよび NIFは脂肪分化過程
には有意な影響を及ぼさないことが示された．
アゼルニジピンのアディポサイトカイン遺伝子
発現に対する作用（表４）
　次に，AZE刺激によるアディポネクチン分
泌増加が，遺伝子レベルでの作用を介するもの
かどうかを検討するため，3T3-L1脂肪細胞を
50 nM AZEまたは100 nM NIF により24時間処
理し，同細胞から mRNAを抽出して Real-time 
RT-PCRを施行した．50 nM AZE 24時間刺激に
より，アディポネクチン mRNAは約1.2倍の増
加を認めた．一方，100 nM NIF 24時間刺激では，
同 mRNA発現に変化を認めなかった．
　また，糖代謝・肥満などへの関与が示唆され
ているその他のアディポサイトカインに関して
も，同様の検討を加えたところ，レプチン，レ
ジスチン，MCP-1 の発現については，AZE，
NIFの影響は見られなかった．また，AZEに
ついては TNF-αの発現に有意な影響がないこ
とも確認された．
　以上より，AZEは，脂肪細胞において，アディ
ポネクチン遺伝子発現の増強を介して，同細胞
からのアディポネクチン分泌を増加させること
が示された．また，これは，他のアディポサイ
対照 AZE NIF Pio
細胞数 106±12 113±16 101±17 141±9＊
細胞面積 (µm2) 594±171 694±161 648±159 346±101＊
Oil Red O吸光度 1 0.98±0.14 1.02±0.03 4.40±0.71＊
3T3-L1線維芽細胞を，5 µMインスリン，0.5 mM IBMX，0.25 µM デキサメサゾンおよび各薬剤の存在下に分化誘導し，分化誘
導後８日目の細胞数及び面積を ImageJを使用して測定．成熟3T3-L1脂肪細胞は，10%パラホルムアルデヒド（室温，30分間）
で固定後，Oil Red O染色し，100%メタノール抽出液の吸光度（570 nm）の測定によりトリグリセリド蓄積量を半定量化した．
Oil Red O吸光度は対照に対する fold increase．AZE：アゼルニジピン，NIF：ニフェジピン，Pio：ピオグリタゾン（陽性対照）
（n=8， ＊：p<0.05 vs. 対照群）
表３　ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬刺激（８日間）による 3T3-L1 脂肪細胞の形態学的変化
表４　ジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬刺激（24 時間）による 3T3-L1 脂肪細胞遺伝子発現
対照 AZE NIF
adiponectin mRNA (n=10) 1 1.21±0.03＊ 1.10±0.06
leptin mRNA (n=4) 1 0.95±0.05 0.89±0.05
resistin mRNA (n=3) 1 1.04±0.09 1.00±0.12
TNF-αmRNA (n=5) 1 0.81±0.19
MCP-1 mRNA (n=4) 1 0.99±0.03 0.86±0.05
AP2 mRNA (n=3) 1 1.03±0.04 0.99±0.03
成熟3T3-L1脂肪細胞より total RNAを抽出後，mRNA 2 µg相当より逆転写反応にて cDNAを作成し，SYBR Green にて Real-time 
PCRを施行した．内部対照として36B4を用い，2－∆CTを計算した．値は対照に対する fold increase．AZE：アゼルニジピン，
NIF：ニフェジピン（＊：p < 0.05 vs. 対照群）
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トカイン発現や分泌に影響しない，アディポネ
クチンを特異的なターゲットとした作用である
ことが示唆された．
アゼルニジピンの脂肪細胞酸化ストレス改善作
用
　以上の結果より，AZE投与は3T3-L1脂肪細
胞のインスリン感受性，アディポネクチン遺伝
子の発現を増強することが示されたが，チアゾ
リジン誘導体によってもたらされる同様の効果
とはその機序が異なり，脂肪細胞分化促進すな
わち PPARγの活性化を伴わないものであるこ
とが示唆された．そこで， AZEについてヒトで
報告されている抗酸化作用が，脂肪細胞のレベ
ルでも発揮されており，細胞レベルでの酸化ス
トレスへの効果がインスリン感受性の改善に関
与している可能性を考慮し，検討を行った．
　成熟3T3-L1脂肪細胞を50 nM AZEまたは100 
nM NIFで24時間刺激後に RNAを抽出し，酸
化ストレス関連遺伝子の発現について DMSO
を投与した対照群と比較検討を行ったところ，
NADPH oxidase subunit で あ る p22phox，p67phox 
mRNA発現は，AZEの投与による有意な抑
制が認められたが（n=4, p<0.05, vs. 対照群），
NIF投与はこれらの遺伝子発現に影響を及ぼ
さなかった．また，抗酸化酵素である SOD1，
Catalase mRNAの発現は AZEの投与による有
意な上昇を示した（n=4, p<0.05, vs. 対照群）（表
５）．以上より，AZEは脂肪細胞において抗酸
化作用を有すること示されたが，この作用につ
いても，DHPsに共通する class effectではなく，
AZEに特異的な性質である可能性が示された．
表５　脂肪細胞の酸化ストレス関連遺伝子発現に対するジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬の影響
対照 AZE NIF
p22phox mRNA (n=4) 1 0.81±0.09＊ 0.98±0.06
p67phox mRNA (n=4) 1 0.76±0.06＊ 0.92±0.04
SOD1 mRNA (n=4) 1 1.26±0.26＊
catalase mRNA (n=4) 1 1.23±0.37＊
成熟3T3-L1脂肪細胞より total RNAを抽出後，mRNA 2 µg相当より逆転写反応にて cDNAを作成し，SYBR Green にて Real-time 
PCRを施行した．内部対照として36B4を用い，2－∆CTを計算した．値は対照に対する fold increase．AZE：アゼルニジピン，
NIF：ニフェジピン（＊：p < 0.05 vs. 対照群） 
また，脂肪細胞での酸化ストレスの軽減が，イ
ンスリン感受性改善に影響を及ぼす可能性が示
唆された．
考　察
　アンジオテンシン II受容体拮抗薬に，脂肪
細胞小型化作用を認めるとの報告があり，低レ
ベルながら脂肪細胞での peroxisome proliferator 
activated receptor （PPAR）γ活性化がインスリン
感受性改善に関与する可能性が示唆されてい 
る24）．また長時間作用型ジヒドロピリジン系カ
ルシウム拮抗薬 AZEをヒトに投与した場合，
循環血中アディポネクチンの増加が認められる
との報告がある18）．本研究は、AZEが in vitro
で脂肪細胞のインスリン反応性ブドウ糖輸送活
性改善効果を有すること（表１），脂肪細胞か
らのアディポネクチン分泌を有意に増加させる
こと（表２）を明らかにした．これらの結果は、
AZEが脂肪細胞からのアディポネクチン分泌
増加を介してインスリン感受性改善をもたらす
可能性を示唆するものである．
　一般に肥満者では脂肪細胞の肥大化によるア
ディポサイトカインの分泌調節異常がみられ
る。すなわち肥大脂肪細胞ではアディポネクチ
ン産生が低下する一方、TNF-α，Intereleukin（IL）
-6，MCP-1等の炎症性サイトカインやレジスチ
ン，レプチンの産生が増加する．その結果、イ
ンスリンのシグナル伝達が障害され，インスリ
ン抵抗性が惹起される25－27）．インスリン抵抗
性改善薬であるチアゾリジン誘導体は，核内受
容体 PPARγのリガンドとして，脂肪細胞分化
のマスターレギュレーターである PPARγを活
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性化することで脂肪細胞分化の促進とともに、
肥大脂肪細胞のアポトーシスが促進され，結果
的に脂肪細胞の平均サイズの減少につながる．
脂肪細胞の小型化によって，障害されていたア
ディポサイトカイン合成・分泌調節機構が是正
され，これらがチアゾリジン誘導体によるイン
スリン感受性改善機序として重要視されてい 
る28）．脂肪細胞におけるアディポネクチンの発
現機序としては , リガンド結合により活性化さ
れた PPARγが，レチノイド X受容体（retinoid 
X receptor: RXR）とヘテロダイマーを形成して，
アディポネクチン遺伝子上流に存在する PPAR 
response element（PPRE配列）に結合すること
によって，アディポネクチン遺伝子の転写が活
性化される機序が知られている29，30）．
　しかしながら，本研究では、ピオグリタゾン
でみられた脂肪細胞分化の促進や脂肪細胞の小
型化や成熟脂肪細胞の代表的な分子マーカーで
ある AP2遺伝子の発現変化は、AZE刺激では
認めなかった（図１，表３，４）．この結果は、
AZEによるアディポネクチン分泌増加が，チ
アゾリジン誘導体やアンジオテンシン II受容
体拮抗薬でみられる PPARγ活性化を介したア
ディポネクチン遺伝子転写の亢進とは，異なる
メカニズムによるものであることを強く示唆す
るものである . これらの一連の AZEによる作
用は、他の長時間作用型ジヒドロピリジン系カ
ルシウム拮抗薬である NIFでは認められず、
AZEの特有の作用と考えられた .
　AZEは降圧作用以外に，ヒト大動脈内皮細
胞において7-ketocholesterolや TNF-α処理によ
る活性酸素種の増加を抑制し，２型糖尿病患者
における赤血球膜の過酸化脂質を低下させるな
どの，抗酸化効果を有することが報告されてい
る31，32）．一方、肥満は脂肪組織での酸化ストレ
スを誘導すること，酸化ストレスによるアディ
ポサイトカイン異常を惹起する経路の存在，
c-Jun N-terminal kinase（JNK）の活性化による
insulin receptor substrate （IRS）-１のチロシンリ
ン酸化阻害などを介してインスリン抵抗性の一
因となることなどが報告されている33－36）．培養
脂肪細胞を過酸化水素処理すると，アディポネ
クチン遺伝子発現低下や plasminogen activator 
inhibitor-1（PAI-1）遺伝子発現増加がみられる
こと，低下したアディポネクチン遺伝子発現が
抗酸化薬である N-acetyl-l-cysteine（NAC）投与
により回復することも確認されている37，38）．一
方で，気管支平滑筋細胞において TGF-β投与
による酸化ストレスは炎症性サイトカイン IL-6
を増加させるが，NAC投与によって改善した
との報告もある39）．これらの分子機構の詳細は
明らかではないが、本研究においても，AZE
は脂肪細胞における酸化ストレス遺伝子発現を
抑制し，抗酸化酵素遺伝子の発現を増加させて
おり、AZEによるアディポネクチン分泌増加
は、抗酸化効果作用を介する可能性が示唆され
た． 
　脂肪細胞におけるアディポネクチン産生・分
泌増加機序の主たる経路は，上述のごとく，
PPARγ活性化によるアディポネクチン遺伝子
転写の亢進であり，その際，脂肪分化が促進さ
れるため，同時に脂肪細胞の小型化を伴うもの
と理解されてきた29，30）．一方，PPARγ活性化
を介さずに脂肪細胞からのアディポネクチン分
泌を増加させる経路についての報告も散見さ
れ，当教室でも，スルホニル尿素薬グリメピリ
ドが，protein kinase A（PKA）活性抑制を介し
てアディポネクチン産生を増加させ，これは脂
肪細胞形態の変化を伴わないことを既に報告し
ている22）．また，最近では，PPARγによる脂
肪細胞分化には cyclin-dependent kinase 5（Cdk-
5）のリン酸化が必要であり，Cdk-5リン酸化能
を欠く PPARγリガンドを培養脂肪細胞やイン
スリン抵抗性マウスに投与すると，脂肪細胞で
のPPARγ発現増加や脂肪分化促進を伴わずに，
アディポネクチンの遺伝子発現を増加させうる
ことが報告され，注目を浴びている40）．本研究
においても，3T3-L1脂肪細胞に対する AZE投
与が，脂肪細胞分化には影響しない経路でア
ディポネクチン分泌を増加させることが示され
ており，今後，AZEの脂肪細胞における PKA
活性化や Cdk-5リン酸化などに対する作用や，
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抗酸化作用との関連などを含めて，更なる検討
が必要と考えられる．
　本研究では，培養脂肪細胞のインスリン感受
性とアディポネクチン分泌に対する AZEの作
用とその分子機序の解析を行った．その結果、
他の長時間作用型ジヒドロピリジン系カルシウ
ム拮抗薬と異なり、AZEは，脂肪細胞において，
インスリン感受性及びアディポネクチン分泌の
改善効果を有し，その機序の一部として，脂肪
細胞での抗酸化作用が関与する可能性が示され
た．
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Anti-hypertensive Azelnidipine-Induced Improvement of
Insulin Sensitivity in 3T3-L1 Adipocytes.
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Division of Diabetes, Endocrinology and Metabolism,Kawasaki Medical School,
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ABSTRACT  Azelnidipine (AZE), one of dihydropridine calcium channel blockers has besides 
its blood-pressure-lowering effects, actions to improve whole body insulin sensitivity and 
increase circulating adiponectin levels in human and experimental animal models. However, 
the molecular mechanisms underlying such metabolic actions remain unknown. In this study, 
we investigated the effect of AZE upon insulin sensitivity and adiponectin secretion in cultured 
3T3-L1 adipocytes to see whether AZE showed direct effects in adipocytes and to analyze the 
molecular mechanisms involved in the metabolic actions in adipocytes. 
We found that AZE (3.55 x by insulin, p<0.05 vs. control), but not nifedipine (NIF) (2.30 
x), significantly increased the magnitude of insulin-stimulated glucose transport activity in 
3T3-L1 adipocytes, compared with control (2.46 x), suggesting that AZE enhanced insulin 
sensitivity through its direct action in adipocytes. Furthermore, incubation of cells with AZE 
(1.30 x, p<0.05 vs. control), but not NIF (1.01 x), over a 24 hour period significantly stimulated 
adiponectin secretion from 3T3-L1 adipocytes. This was associated with significant increases 
in adiponectin mRNA expression (1.21 x, p<0.05 vs. control), measured by real-time RT-PCR, in 
3T3-L1 adipocytes.
Nevertheless, unlike the extremely potent actions of thiazolidinediones upon adipocytes, AZE-
induced increase in adiponectin secretion was not associated with acceleration of adipocyte 
differentiation, and normally along with the activation of peroxisome proliferator-activated 
receptor (PPAR)γ, and the resultant downsizing of adipocytes, which were demonstrated by 
morphological analysis of adipose differentiation process in the presence of AZE or pioglitazone. 
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The expression of other metabolic adipocytokines including leptin, resistin, interleukin-6, tumor 
necrosis factor-α, and monocyte chemoattractant protein-1 were also neither affected by 
AZE stimulation. These results suggested that AZE enhanced insulin sensitivity and increased 
adiponectin secretion in 3T3-L1 adipocytes independently of activation of PPARγ.
Finally, we investigated the antioxidative effect of AZE in 3T3-L1 adipocytes and found that 
expression of p22 phox and p67 phox, NADPH oxidase subunits, were significantly decreased, in 
contrast to upregulation of antioxidative enzymes, such as SOD1 and catalase , by stimulation 
of 3T3-L1 adipocytes with AZE for 24 hours.
In conclusion, these results demonstrated that AZE significantly enhanced insulin sensitivity 
and increased adiponectin secretion in 3T3-L1 adipocytes, independently of PPARγ activation, 
which were unique characteristics of AZE and not a class effect of dihydropridine calcium 
channel blockers. In addition to this, we suggest the possibility that antioxidative effects of AZE 
would be involved in its metabolically preferable actions in adipocytes.
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